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論 文 内 容 要 旨
植物ウイルスは主に昆虫な どの生物の媒介によるかまたは宿主表面の微少な傷 より宿主生細胞に
取 り込まれ、感染が始まる。後者については細胞膜損傷部 より直接細胞内に導入 されると考えられ
ている。植物ウイルスの宿主細胞への侵入様式は動物ウイルスや他のウイルスの場合と大きく異な
る。動物および細菌 ウイルスではレセプターを介 してウイルス粒子が宿主細胞へ取 り込まれるが植
物 ウイルスではこのようなレセプターの介在は報告されていない。
近年、遺伝子工学的技術の進展により、ウイルスゲノムの解析、宿主遺伝子の発現制御など分子
レベルでの知見が多 く得 られているが、ウイルスの初期感染、特にウイルスの侵入から脱外被に至
る過程については、その解析の困難さから不明な点が多 く残されている。キコ.ウリモザイ クウイル
ス(CMV)は3粒子分節ゲノム型の球状ウイルスであ り、侵入やその後の脱外被機構の解析は一層難
しくなっている。本研究ではタバコ葉におけるCMVの侵入時および侵入直後の初期感染における
ウイルスと宿主 との相互作用、特に宿主リボヌクレアーゼ(RNase)との関係についての解析を試み
た。
1.接種源pHが感染性に与える要因の解析
1,ウイル ス感染性 と接種源pHの関係
pH6.0,7.0および8.0の10mMリン酸カ リウム緩衝液 に懸 濁 したCMV(2諏g/m1)をタバ コ(.M℃oε∫aηa
励aσロmL。(罪,Ky57)に接種 しウイル ス増殖を接 種4日目までエ ライザ法に よ り解析 した。その結果
ウイ ル ス感 染 性 はpH6.0より もpH8.0の緩 衝 液 を用 い た とき に高 か った(Fig.1)。CMV
RNA(2諏9/ml)を接種 した 場合 も同様 な結果が得 られた 。 タバ コ葉 肉プ ロ トプ ラス ト(5×105)に
pH6.0またはpH8.0に懸 濁 したCMV(20Fg)を接種 し、所 定 の時間静 置培養 後 ウイル ス増 殖 を調べ
た。pH8.0に懸 濁 したCMVを 接種 した場合、培養48時間後 まで良好な増殖が認 め られ たが、pH6.0
ではpH8.0に比べ増殖量 は極 めて少 なかった(Fig2)。
2.表皮細胞滲出海がCMVおよびCMVRNAの感染性に与える影響
蒸留水に懸濁 したCMVを接種 し、直ちに接種葉面をpH6.0と8.0の緩衝液で処理 したが感染性に
変化は認められなかった。 したがってpHによる感染性の変化はウイルス自体への影響によるもの
と考えられた。すなわち接種の際、表皮細胞か らの滲出液がCMV誇よびCMVRNAの感染性に影
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響 を与えている ことが推定 された。表 皮細胞滲 出液 とCMVま たはCMVRNAをpH6、0またはpH8つ
で混合 し、37℃で0-30分間反応 させた後 、pH7.0に調製 し、 ササゲ 初生葉 に接種 した(Fig.3)。そ
の結 果CMVお よびCMVRNAと もに混合後 時 間の経 過 とともに感染性 は低 下 し、pH8.0よりも
pH6.0で著 しい ことが分 か った。
表皮細胞滲 出液 とCMVRNAをpH6.0,7.0および8.0で混合 した ところCMVRNAはpH8.0、7.0、6.0
の順 に分 解 され 易 い こ とが 分 か った(Fig.4)。よ ってpH8.oで接種 した とき のcMvお よび
CMVRNAの高い感染性 はpH6.0に比 べRNaseの影 響 を受けに くい こ とが原 因の一つ で ある と考 え
られた。 ウイル ス外被 タンパク質 に包含(encapsidate)されたCMVRNAは ブ リー のCMVRNAに 比
べ て安定 であるに もかかわ らず 、CMV粒 子 と表皮細 胞滲 出液 とをpH6.0で反応 させた場 合 はpH83
に比べ混合 した直後 に20%程度感染性が低下 した。 よって ウイルス粒 子に対す る表 皮細胞 滲出液中
のRNaseの影響 について検討 した。
3.CMVに付着 したRNase活性の測定
表皮粗酵素画分とCMV粒子をpH6.0またはpH8.0で混合してからウイルスを純化し、CaC12で外
被タンパク質(CP)とRNAに解離 し、37℃で所定の時間反応 させた。その結果pH6.0処理ではイン
キュベー ト30分後にCMVRNAの分解が認められた(Fig5)。すなわちpH6.0の条件ではウイルス
粒子表面に表皮細胞液中のRNase活性を持つタンパク質が付着 しやすいことが示された。表皮細胞
滲出液中には多くのタンパク質が含まれているためウイルス粒子表面にはRNase以外のタンパク質
が付着 していることが推定される。RNaseは極微量でウイルスの感染を阻害するζ とが示されてい
ることからRNaseは感染性低下の原因の一つであると言える。プロ トプラス ト接種でもCMV表面
にプロ トプラス ト懸濁液中のRNaseが付着 しプロ トプラス ト侵入後のウイルス増殖に影響を与えた
可能性が考えられる。
4.pHがウイル ス粒子の脱外被 に与 える影響
多 くの植物 ウイル スで は弱塩基性 の条件 で ウイル ス粒子が膨 潤(swelling)し、脱 外被 が容易 にな
ることが示 されてい る。 しか しCMVで はswellingは認 め られていないため、pH6.0および8.0に懸濁
したCMVを 接種 した プ ロ トプラス トにおけるCMVの 脱外被を比較 した。接種10,30,60および120
分後 のプ ロ トプ ラス トよ りウイル ス粒子お よびCPを抽 出 し、 シ ョ糖 密度 勾配遠心分 離お よび ウエ
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スタンブロットにより解析 した。その結果接種30分および60分後に脱外被により生じた と考えられ
るフ リーのCPが検出されたが、pH6.0および8.0で全CP量に対するフリーのCP量に差は認められ
ず、脱外被に変化は無いことが示 された(Fig.6)。よってウイルス粒子に付着 したRNaseは脱外
被以降の感染過程を阻害すると考えられる。
ILウイルスの感染初期におけるリボヌクレアーゼの挙動
以上よりCMVの初期感染にRNaseが多大な影響を与えることが示された。本童ではCMV感染初
期のタバコ葉において誘導されるRNaseを同定 し、ウイルス増殖 との関係について解析 した。
1.タバ コRNase遺伝子 の検 出
N孟abac㎜.葉か ら全RNAを抽 出 し、オ リゴ(dDプライマー を用いて逆転 写反応 を行 いcDNAを
合成 した。多 くの植物RNaseに保存 された配 列(IHGLWPおよびKHdTC)を基 に作製 した プ ライマ
ー を用 いてPCRを行 った ところ約200bpのRNase遺伝子 断片が増 幅 された。増輻 され た遺伝子断 片
のDNA配 列の決定 をお こな った ところRNaseと推定 され る3種類のDNA断 片が認 め られ た。本研
究ではそれぞれをRNaseNk1,Nk2およびNk3とした(Fig.7)。
2.CMV接種葉 におけ るRNaseNklmRNA発現
CMV(100μg/ml)接種 タバ コ葉にお けるRNase活性 の増加 は接 種3-6時間後 より認 め られ るた め、
CMV接 種6時間後のRNaseNk1,Nk2およびNk3mRNA発 現 をノザ ンプ ロ ッ ト解析に よ・り調べた。
その結果RNaseNk2,Nk3mRNAは健 全葉、mockおよびCMV接 種葉 ともに同程度の発現が認め ら
れ たが 、RNaseNklmRNAは健全葉 では僅かに発現 し、mock接種 よりもCMVを 接種 した場合 に
発現量 が多 くな った(Fig.8)。RNaseNk1はCMV.inducibleであ ることが示唆 され たた めmockお
よびCMV接 種 葉にお けるRNaseNklmRNAの発現 を経時的 に調べた(Fig9)。RNaseNkl
mRNAはCMV接 種3時間以内に増加 し6時間まで に最 大 とな り24時間以内に減少 した。RNaseNkl
mRNA発現 はmockまたはCMVRNA(100μg/m1)接種 によって も認め られたが 、その発現 量はCMV
粒子を接種 した場合 よ りも少なか った。CMV接 種 によるRNaseNklmRNA発現の原因を調べるた
め、CMV(100μg/血または10μg/血)のほか精製CP(100芦g/mlまたは10Fg/m1)および異種 タ ンパク質
と してBovineserumalbumin(BSA、100μg/in1または10Fg/m1)をタバ コに接種 した(Fig.10)。その結
一408一
果CPおよびBSAでもRNaseNklmRNAは誘導 され、発現量 は10μg侮1よりも100μg/m1で増加す るこ
とが分か った。
3.ウイルス増殖 とRNaseNklmRNA発現 との関係
pH6.0およびpH8.0の緩衝液 に懸濁 したCMVを 接種 した場 合のRNaseNklmRNAの発現 をノザ ン
プ ロッ トに よ り解析 した。pH6aおよびpH8.0の緩衝液 をmock接種 した場合、RNaseNklmRNAの
発現量はpH8.0で接種 した場 合、pH6のに比べ大で あった。 同様の傾 向はCMVを 接種 した場 合で も
認 められ、NklmRNAの発現量はpH8.0ではpH6.0に比べ 多か った(Fig.11)。CMV増殖量 もpH8.0で
接種 した とき の方がpH6.0に比べ多 い ことか らCMVは 宿主 細胞へ 侵入後 、:増殖初期 過程は接 種 に
よって誘導 され るRNaseNk1の影響を受 けないこ とが示唆 され た。
4.RNaseNklcDNAの塩基 配列決定
RNaseNk1の全塩 基 配 列 を決定 す る た め3'および5'側の未 知 領域 をそ れ ぞれ3'RACEおよび
5'RACE法に よ り増 幅 した。その結 果RNaseNklcDNAは877bpからな り、687bpの翻訳配列 と3'末
端にはpoly(A)配列が認め られ た(Fig.12)。RNaseNk1の推定ア ミノ酸配列はNala`aのRNaseNEお
よびNg1ロt加05aのRNaseNWのそれ とそれぞれ97%および96%の相 同性 を示 した(Fig.13)。
III.まとめ
本研究では接種源pHの変化がもた らす感染性の変化の原因を調べることで、CMV接種タバ コ葉
におけるウイルスの初期感染過程に関わる要因の解析を試み、次の結果を得た。
(1)接種の際に生 じる微少な傷より滲出する表皮細胞液 中のRNaseが弱酸性下では容易にウイルス
に付着することが認められた。
(2)CMVに付着 したRNaseは脱外被後のウイルス増殖過程 を阻害する可能性が示唆された。
(3)CMV接種3時間以内に発現が増加するRNase遺伝子(RNaseNk1)を同定し、塩基配列を決定 し
た。
(4)CMV接種葉ではCPが異物タンパク質として認識され、RNaseNk1が速やかに誘導 されるが、
CMVの増殖初期過程はこのRNaseの影響を受けないことが示唆 された。
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Fig.1.CMVCPaccumulationintobaccoleavesinoculatedwitheither20ug/ml
CMVorCMVRNAsuspendedin10mMpotassiumphosphatebufferatpH6.Oor8.O
asdeterminedbyELISA(absorbanceat405nm).
0.4
Q.3
E
藷o.2一
專
く0
.1
o_
弔 一pH6.0
一●一PH8.0
?
? f!122436
Time(hr)
?
?
?
Fig.2.CMVCPaccumulationintobaccoprotoplastsinoculatedwith20jlgofCMV
suspendedin20mMpotassiumphosphatebufferatpH6.Oor8.0.Afterinoculation,
protoplastswereculturedforO-48hrandthequantityofCMVCPwasdeterminedby
ELISA(absorbanceat405nm).
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Fig.3.EffectofepidermalsapontheinfectivityofCMVandCMVRNA.CMVandCMVRNA(20
{1g/mleach)weresuspendedinIQmMpotassiumphosphatebufferandincubatedwith1/10volumesof
epidermalsapforO-20minat25ｰC.Immediatelyafterincubation,thesampleswereadjustedtopH7.Ofor
inoculatingcowpealeaves.InfectivityisthepercentageofthatoftheCMVandCMVRNAwhichwere
incubatedwithoutthesap.
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Fig.4.AgarosegelelectrophoresisofCMVRNAwhichwasincubatedwith
epidermalsapatpH6.0,7.Oand'8.0.Incubationconditionwas37ｰCfor30min.
Asacontrol,CMVRNAwasincubatedwithoutthesap.
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Fig.5.AgarosegelelectrophoresisofCMVRNAafterincubationoftheCPandRNAwhichwere
dissociatedfromCMVvirionstreatedwith1/10volumesofepidermalhomogenateatpH6.OorpH8.O
and25ｰCfor30min.Theviriontreatedwithwaterinsteadofsapwasusedasacontrol.TheCP-RNA
mixturewereincubatedforOand30minat37ｰC.
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Fig.7.DeducedaminoacidsequencesofRNaseNk1,Nk2andNk3.ThecDNAfragmentsencoding
RNasewereamplifiedbyRT-PCRus至ngoligonucleotidep血1ersPlandP2,
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Fig.8.NorthernblotanalysisofRNaseNkl,Nk2andNk3mRNAsinintact,mock-orCMV
(100ｵg/ml}一inoculatedtobaccoleaves.TwoｵgoftotalRNAextractedfromtheleavesat6hr
afterinoculationwereseparatedonagarosegelsandblottedontonylonmembranes.Theblots
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Fig.9.NorthernblotanalysisofRNaseNkimRNAinmock一,CMV一,orCMVRNA-inoculated
tobaccoleaves.TwoｵgoftotalRNAextractedfromtheleavesattheindicatedtimesafter
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Fig.11.NorthernblotanalysisofRNaseNklmRNAinmock-orCMV-inoculatedtobaccoleaves.
TwoｵgoftotalRNAextractedfromtheleavesattheindicatedtimesafterinoculationwere
separatedonagarosegelsandblottedontonylonmembranes.Theblotswerehybridizedwiththe
RNaseNklRNAprobe.
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Fig.13.Comparisonoftheaminoacidsequenceof
RNaseNklwithRNaseNE(N.alata),RNaseNW
(N.glutinosa)andRNaseLE(L.esculentum).
indicatesidenticalaminoacidswithRNaseNkl.
Fig.12.Nucleotideanddeducedaminoacidsequencesof
RNaseNklcDNA.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
植物 ウイルスの初期 感染 の機構 については殆 ど分 かってい ない。本研究 では代 表的植物 ウイルスであ
るキュウリモザイ クウイルス(CMV)を用 い,接 種源pHが感染性 に与える影響 を調べ ることで,初 期感
染 にお ける宿主の要因について解析 を行 った。
タバ コ(NicotianatabacumLIcv.Ky57)に対す るCMVの感染性 は懸濁緩衝液 の種類やEDTA添加 に関
係 な くpHが6.0,7.0,8.0の順 に増加す る。pHは植物細胞の ウイルス感受性や ウイルス粒子の形態 には
影響 を与えなかった。そこで摩擦接種の際 に侵入 ウイルス と接触す る表皮細胞滲出液の影響 を検討 した。
その結果,表 皮滲 出液 のCMVRNAに 対す るRNase活性 はpH6.0>7.0>8.0であ った。 また表皮滲 出液
と混合 したウイルス粒 子の外被 タンパ ク質(CP)にRNase活性が認 め られ,RNaseがウイルス表面 に付着
す ること,そ の付着量 はpH60>8.0であるこ とを明 らかに した。 したがってpH6.0におけるCMVの感染
性低 下の原 因の一つには接種 の際滲出する表皮細胞液中のRNaseの関与が考 えられた。 タバ コプロ トプ
ラス トにおけ るCMVの脱外被 の過程 はpH6.0およびpH8.0に懸濁 したCMVで 差 は認 め られなかった。
よってpH6.0で接種 したウイルスは宿主侵入後,脱 外被以降の感染過程が阻害 されることが示唆 された。
CMV接種 タバ コ葉で は接種6時間後 よりRNase活性の増加 が認 め られ,ウ イルス増殖初期段 階に影響
を与 え ることが推定 され た。接種6時間後 に発現の増加が認 め られたRNase遺伝子(RNascNk1)につい
て解析 を行 い,そ の全塩基 配列 を決定 した。RNaseNklmRNAは緩衝液お よびCMVRNAi接種 に よっ
て も誘導 されたが,そ の発現量 はCMV接種 に比べ低 か った。CMVCPを 接種 したところ,CMV接 種 と
同様 なNklmRNAの高い発現が認 め られた。 よってCMV侵 入細胞で はCPが異物 として認識 され,Nkl
mRNAの速 やかな発現がお きることが示 された。また接種葉 での ウイルス増殖量が多いpH8.0でCMVを
接種 した場合,NkllnRNA発現量 も多 い傾 向にあ り,CMVの 増殖初期過程 は接種 によって誘導 される
RNaseNk1の影響 を受けないこ とが示唆 された。
以上の ように,本 研究はCM▽を用い,技 術的 に難 しいウイルス感染初期 を解析 し,宿 主RNaseの関わ
りについ て多 くの新知見 を得 た。 よって審査 員一 同は本論文が博士(農学)の学位 を与 えるに値す る内容
と判断 した。
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